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Die l-rtindLni: hctnfti 5'-nKxii!i/icric Nuklcoiidc jn<i dicsc Nuklcoii<lc cnihalicndc Nuklcinsaurcn. Wciicrhin wcrdcn 
Vcrfahrcn /urn limbju dcr 5'-nKxiiti/.ioncn Nuklcoiidc in Nuklcinsauron und die -tnsehlieBende orisspe/itisehe Spaluiny 
s der \iiklein«x:jiiren ;in den :S'-rii\'i (i/ieren Mononicr-hn.isieinen ol'tenb::ri. Hie^ie Verhihrer ki^nnen /ur Nuklein'^iiurcse- 
qucr./ierung. /ur It/cu^uhli von Nuklein>aurcbiblioihckcn, /.urn Njclnvcis von Muiaiionon. /ur IlersielUni: iriiiicrv^'- 
bundcner NukleinsiiLiren und fur phumin/cLiiisehc /v^cekc cingcsci/t uerdcn. 

Die heiJie rouiincmaUig jnaew jndten Verlahren /.ur Seqjen/ieruni: \\m Nukleinsiiuren heinhallen ini alkcnieinen die 
PoJvniensation eines /.u cincr Mairi/e kouiplenieniaren NuklemsauresiranLis und die lir/eujuni: eincs ( iL.'niisches an Nu- 
ll) klcinsiiuretraiznienien mil alien iiiOi:lic;ien Langen i 1). Dieses NLikieinsaurelraLiineniiieiiiiseh kann durcli lerniinaiion 
der Pol\ nicrisaiion oder Ahhau dureh l:\onukleasen (2;, iicraiise Sequen/ierniei hoden {.>). /ui!ahe cin/elncr liasen und 
Nachweis der 1 reisel/uoL! von 1\ rophospliai (4). eheiiiische MeilKxlen unier Verwenduni^ \on Idiniinaiionsreaklionen 
( 5 ). clierniselven/\ iiiatiselie NTellioden unler l-inhau \on modi li /lerien Niik leosiden und SpaMiinL' dureh Ant^ritV aiif 
Phosphoriliioal- Oder Bor-nuxiili/ierle Nukleoiiiie (h). liinhau von Rihon ukleosiden in DNA umi ansehlieBende Spal- 
l.s tUHi! Linier basisenen Betiinguntien (7) oder den liinbau v>.in .V-iarbiuarkienen Nukteotiden mil iiieieh/eitiger oder naeli- 
loljiender Abspaliuni; des l arbsiotTs uS) erloljien. Nebcn diesen Meihoden stehen auch Siralegicn /ur Verlugun^, die 
eme Sequen/ierung durch Hvbridisicrung (Vl und cine phvsikalischc I-ragnicnier/cugung dureh Massenspcktroineiric 
( 10) bcinhalien. Aueh ein Naehueis durch Aiomkranmikroskopie ( 11 ) wurde diskuiicrt. 

In den lei/.ien /.wan/ig Jahren isl die Melkxie der Wahl jedi^vh die cn/ymalisehe Keiienabbruehniethode gewesen. 
20 Dioso Meihtxie eriiioglieht eine Auioinalisierung und eine Sequen/.ierung mil hohein Durehsai/ /ur Anwendung bei der 
Sequcn/.ierung gan/.er ( icnome. Die AukMuaiisierung wurde dureh Verwendung von I arbsiolt pniiiem ( 12). inicme Mar- 
kierung oder l"arbsiori'ierniinaloren ( 14) erreicht. Die Sequen/ierung mil l-^L-bsiortpriinern und die interne Markie- 
rung haben jedoeh den Naehtcil. daB irreguUire TeniiinalionsvorganLie in t.;er Sequen/leiier aut'ireien und /ur 1 ehiinier- 
prelaluin der Sequen/.dalen luhren konnen. I'arbsiolTterniinaioren haben den Naehleil. dalS sie /uiii Icil an lalsehen Siel- 
:.s len eingebaui uerden und nur eine begren/.ie Ableselange eniiogliehen. da es sich bei ihnen uiii modih/ierie Substrate 
handell. 

Daruber hinaus bestehi ein Bedurfni^, die lur eine Sequen/bestimmung benotigle DNA-Menge /.u verringern. TTier/.u 
sichl der/.eit nur eine ein/ige /.vklussequen/icrungsmeihotie /.ur Veri'iigung (15), die jedoeh iiu (.legensaiz /.u PCR. wo 
eine cxpt>ncniielie Ainpiilikaiion staillindet. nur zu einer iinearen Amplitikation der Produkte fuhn. Die direkte Sequen* 
io /ierung von PCR-PrLxluklen weisl wiederuiii Naehteile auf. da in ilen ReakiionsgelaBcn groLk're Mengcn an Inpliospha- 
ten und Prinieniiolekulen vorliegen, die /u einer Beeiniraehtigung der Sequen/ierungsreaklion oder der Sequen/bestini- 
mung fiihren konnen (16). Die Aulreinigung von IX'R-Prtviukien i si jedoeh /eiiaulwendig und bedeutci einen /usai/li- 
ciien Verlahren ssehril I. /.war kcMinen Triphosphaie tlurch en/vniatische Meihoden ( 17) gespalten werden, aber aueh dies 
isl /eiiaulwendig und erhohl die Kk^steii lur ilie Durchrulirung der Sequeii/.ieruiigsreaklion. Als .'\ hern alive Mehl eiii tli- 
rekles exponeniielles .Aniplihkalions- und Sequen/ierverlanren (D1{XAS) /ur Seeuen/ierung geringer Mengen an DNy\- 
Maierial /ur Verlugung ( 18); dieses Verlahren konnle bisher jedoeh nicht fiir eine Siandardsequen/ierung eingesel/.l wer- 
den jnd isi ini (iegensat/ /u seinein Naiiien nicht direkl exponenticll. 

CleniaB voriiegender Hdindang wird ein neues Nukleinsauresequen/ierungsverfahren bereilgesielh. bei deiudie Nach- 
leiie des Stamles der Technik mindestens teilweise veniiieden wcrden. Durch dieses Verlahren vvinl insbesondere tias 
40 Problem der Subslralspe/.ititai hinsiehthch 1-arbslotrierrninaloren veriiiieden und es crnioglichi eine schnelle DNA-Sc- 
qucn/.ierung unter Verwendung sehr geringer Mengen an DN.A-.Ausgangsniateriai in Kombinaiion mit einer Nukleinsau- 
reaiiiplilikalionsreaktion wie elwa P('R. Auch die tesbaie T.aiige der sequen/.ierhareii Malri/.en wird dureh das Verlahren 
verhesseri. 

l!>as erlimlungsgemalk* Verlahren beriihl aul der Veruendiing von Verbindungen der allgeiiieinen 1-ormel (I): 

4S 



.so 




(1) 



v\ orin: 

B eine Nukleobase. d. h. eine naiurliche oder niehinauirliche /ur TI\ bridisierung nut konipiemeniaren Nukleinsaure- 
sirangen gceigneie Base wie etwa A. (\ <]. '[\ IJ, L 7-Dca/a-(;. l-Dcu/.a-A. ."S-Meibvl-C etc. bedeuiei, 
W und / Jcwcils OR'. SR'. N(R'): txier R' bedeuien. wobei R' jeweils unabhangig bei jedeni Vorkoninien WasserstolT 
oder einen organischen Rest. /. B, einen Alk\l-. Alkenyl-, Hytir(^\\ alky I-. Aniin-. l-sier-. Aeetal- oder 'i'hitxjsierrcst. vor- 
/ugsweise iiiit his /u 10 KohlenskilTatoTuen und besonders bevor/ugi iiiii bis /u (i KohlenslolVaioiiien darsielll. 
X OR-, SR- Oder }iiR-)< bedeuiei. wobei R" jeweils unabhiingig WasserslolT. ein Kation, /.. B. ein Aikalimelail- oder 
-Aiiinioniuniivin. oder cincn organischen Rest, /. B. einen l-arbsiolV wie eiwa Muoresecine. RhtKlamine. C\anine und de- 
ren Deri vale hedeutet, 

Y NR' kxier S. insbesondere NR' bedeule;. wobei R' Wassersioit oder einen organischen Rest. /. li. einen gesaiiigien 
oder ungesalligien KohienwasserstolVrest. insbes.>ndere einen (V^ a R^'^^t oder einer. l arbslolVresi darstelll. Wvibei unier 
Wassersioir aueh die Isoiopen Deuterium und Triiiuiu /u versielien sind. und 

R \Vassers;otf. ein Kation. einen organischen Rest ixier eine gegebenenlalls mixlifi/ierie Phosphai- <xlcr Diphosphat- 
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izruppc. insbesomlere cine Dipliospliaigmp{x: bcdculcl, 

/.LiMi liinbau in NuklcinsULircn und /iir ansdilicBcndcn on sspc/.i I isclicn Spallung der Nuklcinsauren, vorz-ujiswcisc durch 
Ilydrolyscdcr Hin^lun^ P-^' wobci Nuklcinsaurcrragrucnlc niit cincni 5'-lindc IH-CII^- cnisichcn. 

Die ( iruppc R kann cincn organisciien Rest bcdcuicn, bcspiclswcisc cincn li|x>philcn Rust, dcr das Uindrin^cn dcr Sub- 
si an/ in L-inc /clle erleichleri. Vor/ugsweisc ist R cine Rhosphat^ruppo: 

o 

II 

I 

oticr cine Diphospliaigruppc: 

o o 

11 II 

— p— o— P — 
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Dicsc Phosphai- tnler Diphosphalgruppc kann iiiodifi/.ierl sein. So kiinncn cin odcr mchrcrc endstandige Sauerstoll'a- 
loiiie Substiiuonten iragcn, /.. B. organische Rcste. Andcrcrscits konncn cin cxier mchrcrc cndsiiindige SaucrstotVaUmic 2i) 
und bci der Diphosphalgruppc auch das BruckcnsaucrslolTatoni durch ( iruppen wic S. NR ' (xlcr ( '(R ' )2 ausgciauschi 
sein. wobci R^ wic zuvor dclinicrt isl. Dariibcr hinaus konncn auch 2 Substilucnlcn an cndslandigcn SaucrsiolVaiomen 
Miitcinandcr vcrbriickl sein. 

Wcnn Subsntucnlen vodianden sind. bcfinden sic sich vor/.ugsweise an SauersiolValomen des jcwcils cndstiindigen 
Phosphoraloiiis, besonders bevor/ui:i am Y-Phosphoratoin. Bcispiele tiir gceigncle Subsliluenien sind organische Rcsle 25 
wic clwa Alkvlresic. die sclbsl subsliluierl sein ktuuieri, txler cine Salicvlgrup^x:, tlie iitil 2 Sauersloirakuiieri des erulsiari- 
digen Ph<isph<irs cincn 6glicdrigen cyclischcn Dieslcr hiliicn kann. Der aroiiiatischc Kem der Saticvlgruppen kann wic- 
deruni selbst einen oder niehrere /.usat/Hchc Substiluenten tragen, /. H. st)lche wic fiir R' dcfinieri oder Tlalogenalonic. 
Wciierhin bevor/ugic Substilucnlcn atn SauerslolValom sind Rcsle wic C|-C'i.rAlkvl. -(C'TT2),rN<, (('n2)„N(R^)2 odcr - 
(('1I2),|NTT()C(X('HV),„-N(R S2- wobci n und rii gan/c /ahlen von 1 bis 8, vor/.ugswcisc von 2 bis 5 sind und wic /.u- M) 
vor dciinicrt isi, abcr auBcrdcni vor/.ugswcisc cincn aronialischcn Rest wic clwa Phenyl- odcr Diniirophcnyl bcdcuicn 
kann. 

IXt liinbau von Vcrbindungcn der allgcnicincn I-onucl (I) in Nuklcinsaurcn erfolgivor/ugswcisc cn/yiiialiseh. Mog- 
lich ist jeik)ch auch cine chemische Sytithcsc. P'iir citicn cii/.yiiiatisclieii liiiibau werdei) vor/,ugsweisc lin/.yinc vcrwcmlct 

ausgcwahlt aus derdruppe besiehend aus DNA-abhiingigcn DNA-Polyiucrasen, DNA-abhiingigen RNA Polviiierascn. 
RNA-abhangigen DNA Polyuicrasen, RNA-abhangigen I^JvJ A Polymerase n und 'lerininalen Transterasen. Besonciers be- 
vor/.ugl isl die 17 DNA-Polynierase, verwandlc Hn/.yiiie wic etwa die T3 cxler die SP6 DNA Polymerase otler Modih- 
kalionen diescr T-'n/yine. Denicnisprechcnd kann es sich bci den NukJeinsauren, in die die Vcrbindungcn der I-onucl (Ii 
cingcbaui werden, uin DNAs odcr/und RNAs handcln, die gcgebcncnlalls cin ^xicr mchrcrc wciicrc niodifizicrtc Nuklco 
lidbausleine iragen konncn. 40 

Nuklcinsaurcn, die als Monoinerhausieinc niindeslens cine Verbindung <ler allgcineincn Pormei (I) enlhaltcn, konncn 
an dcm die P-V Bindung enlhahenden Nuklcotidbauslcin ortss[>;/ifisch gcspallen werden. Dicsc ortssjx:/,ifischc Spal- 
lung kann bci spiel swcisc an der P-Y-Bindung sclbsl durch Tcnipcraturcrhohung, /,. Ii. auf niindcstcns 37"(\ liinstcllung 
saurcr Bedingungcn. /.. B. pTI < 5, Mikrowcllenhehandkmg, T,ascrbehandlung, /,. Ii. mil cincni InlVarot laser cxlcr/und 3'- 
seilig des die P-Y-Iiindung cnlhallcndcn Nukleotids durch en/.yrimtischcn Vcrdau. bci spiel swcisc mil Tixo- odcr P'ndonu- 45 
kleasen oder Phosphodieslerasen, /.. B. 3'— ►5"-Sch]angengiriphosphodiesicrasc erlolgen. 

Das erfindungsgeniaBe Verlahrcn kann auch in Koiiibinaiion niii eincr Anipiifikationsreaklion, /.. B. einer IX'R, durch- 
getuhn werden. Dies erlaubl die Verwendung von extreni geringen Mengen an DNA-Ausgangsniaicnal /ur lir/.eugung 
iiiarkierier koinplcnicntarer Nuklcinsaurestrange. Vor/.ugswcisc wird die Nukleinsaurcampiilikalion mil ihcrniostabilcn 
lin/.yinen in iiielireren Zyklen durcheeluhn. .so 

Dor liinbau der Vcrbindungcn geiiiaB (I) in die Nuklcinsaurcn kann in Ixisung erlolgen. Altcmativ kann der liinbau der 
Verhindiingen jedoch auch in Iriigergebundcne Nuklcinsaurcn erlolgen Nnch der Synlhcse k:inn dann cine IVcisci/ung 
der Nuklcinsaurcn voni Irager, gcgebcncnlalls durch die ortssixvifische Spaluing der P-Y-Bindung odcr durch andcrc 
Mclh<xicn erlolgen. 

Nach der orlsspc/.ilischen Spahung der Nuklcinsaurcn werden Nukleinsaureiragincnlc cr/.eugl. die vor/.ugswcisc an 55 
ihrcni ,S'-lindc die Cjruppc Y-C'll^- (xier/und an ihreni .V-lindc cine Phosphalgruppc ajlwciscn. Bisher iiiutvten dcrart nio- 
dili/jene Nuklcinsaurcn aul" kompli/icric An und Weise durch chemische Synihese (19) oder durch cn/viULiiischc Rcak- 
tionen (20, 21) cr/cugt werden. Das crtindungsgeniaBe Verlahrcn isl wescntlich schneller. kostengiinstiger un<l criaubt 
cine einlachero Handhabung der Vcrbindungcn. Die aul' dicsc Weisc hcrgcstcUlcn niodili/.icrlcn Nuklcinsaurcn konncn 
t iir iherapeiJlische /wcckc (xler/iind tiir inolekularbiologische I Jnicrsuchungen, /,. B. T Intcrsuchungcn von Mechanisincn r>o 
der Aulnahnic und des Melabolisinus von Nuklcinsaurcn in /cllen verwendei werden, da an die 5'-Y-C!ruppe auf einla- 
che Weisc cine Markierungsgruppe gekoppcll werden kann. Die .^'-Phosphcirgruppc wiederum .stcUt cine Schul/.gruppe 
gcgen cincn .1' — *5'-li.\onukleaseabbau dar. Auch an das .V-Iindc der Nuklcinsaurelragrnenic konncn solem gewunschi 

Markierungsgruppcn angcliigl werden, /. B. durch cine cn/ymalischc Rcaklion bcispielswcisc unler Verwendung ler- 
minalcr rransicrasc und markicnen Oligonuklcoiiden tKier ciner Polymerase und markicrlcn Oideoxynuklcosidiriphos- ^>.^ 
phaien. 

Wciierhin konncn tlie crtindungsgemaBcn Nuklcinsaurcrragriiente autgrund der definiericn (Iriippc an ihrcm 5'-linde 
aul einlachc Weisc aul cincm Tragcr inimohilisien werden. der cine mil der (iruppc Y reaklivc, runkiionalisicne Obcr- 
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tlachc cniliall. Aniicrcrsciis kdnn auch cine .nisorpiu c Bin.iuni! uhcr die C-rupfx: Y an cine ( )icr:'lai:iic crloliicn. Clcciii- 
ncic rragcr sind solchcdic Obcrllachcr heisp:cls\\ cisc aus Mciall. Cilas, Kcraniikcn odcr/und Kunsisiotr aiiUvciscn. Be- 
sonoicrs bcvor/Uiii sind IVaLicr mil Cilas ^nicr/und Sil:ciL:niohcr(lachcn. Die IVuLicr k^^nnen wciieiiiin 'cdc hcliebiLic 1 vM-tii 
aaluoisen, /. H. Mikropartikel wie etw a niai:nciische Mikrv>purukcl oder nalbleiicniiaienalicn w ic liiochips, /. H. 
1>NA- K\.]cr HN \-('liips. Jic i!Ci!cbcnent:ilK inehrcre mil Nukloinsiinron *;pc/i(i»;ch b-mletahijic dchnicrie I'liiehcin in 
Vonii von Arrav -AnoRlniinL!en enilialicn konr.cn. 

Wcnn bei dcr Spaltur.Lj dcr Nukleinsiiurcn cin hclcrojicncs Niiklcinsiiurc^cniisch cnisieh:. kann dieses /ur HersicUunt: 
eincr Nuklein>iaiirebibiiothck, inshcsondere cincr sialis:isdien Biblioihck vcrwcndc: wcrdcn. Soiche liibiioMieken kon- 
ncn auditlureh niulliplen siatistisehen l:inbau von Verbindijni;on der 1-orniel (I) m eincr NukieinsaurcsiranL! iicloliii von 
eincr orlsspc/.itischen Spaliunu er/cuLit wcrden. AuikTdci:i konnen /ur lir/cugunt: siaiisiischer Nukleinsaurebihlioihc- 
kcn auch de^cnerienc und sialisriseh an NLiklcinsaureri;alr:/en hindendv.- 1^-iiner cinLiesci/l wcrilen. 

Die iiLireii o.as orfindunu.Nizeinal.^e Verlahren er/.cLii:ien NakliJinsaLirc! raLinicnie kornen nacli dcr v^rlsspe/.ilischcn Spal- 
luu^j eincr \'aehvvcisre;iklion nnicrAiL?en ucrdcr. l^iesc Nachu ei sreakiion kann mil helicbi^en. t iir d'cscn /week hc- 
kannien Mciixxien ertoiiien. Vor/,UL;s\vcise v\ird cine niasscr.stx'ktrorneirischc Anahsc oder^und cine l-lckiropnorese. 
/,, B. cine Poly acr\ larnidLzelcicklriiphiircsc. durchiictuhri. 

Die Naehweisreakiion kann bcispiclswcisc /.uiii Nachwcis von Muiaiionen. /.. B. von Punkiniuiationcn ir Nukieinsau- 
ren ein^cscl/.l wcrden. Zwci ProiokoUc /.ur Aralvse von Punkmiulaiioncn werdcn ini lolgcndcn austuhriich bcschrichcn. 

Mine uciicrc uichiigc Anwcndunii <les crlinduniis^cinatcn Verfahrcns isi die Nukleinsaurcscqucn/.icrung. Soiche Sc- 
L^ucn/icrvcrt aiircn konnen in unicrschicdJichcn V'arianlcn durehiicluhn wcrden. Beispiclswcise isi das erlinduniisgeinal.^c 
Verlahren audi liir cine "(\cle"-Sequen/.ierung in Konihinalion mil einer Nukleinsaurcaiiiplilikalion odcr/und lur cine 
bidirekiionalc Sequcn/analysc aufcinern NukleinsiiuresiranL' i2ecii?net. Bcvor/.ULMc Bcispicle von Scqucn/icrvertahrcn 
v\erdcn irn loli^cnden ausluhrlich bcschricben. 

Noch cin weitcrer (iegcnsiand der w^rlie^cndcn ]>liniluni: isi cine phanna/cu'.ischc /usaiiinicnsct/unLi. die als wirk- 
sanic Koniponcnie cine Verbindung dcr allgcnieincn ]-onnel (I) gcgcbenentalls in Konihinalion mil phariiia/euiisch ver- 
traglichcn rrai:cr-. Hilts- odcr/und l-ullstollen enihall. Darubcr hinaus belrilll die lirtindunu auch plianiia/.euJischc Zli- 
satniiicnsei/unLLeri, ilie als uirksarue K«.iinponemc cine Nukleinsaure, in die iiiindesiens cine VerbindunL! der allgemeincri 
l ormel ( l ) cineehaut ist. sowic gcizebenentalls pharina/euiiseh vertragliehe Traszer-, ITilfs- ^xler/und l uUslortc cnthalien. 
i:>ie phannazeulisehen Zusaimncnsci/unucn smd als Miiiel liir die Cjenlherapie, als aniivirale Miiiel txier lur Anlisense- 
.Anwendunscn aeci^inci. So konnen Nuklcase-rcsisienie f^'-Aiiiinoverbindun^cn oder dic.se Verhindungen cnlhallende 
Nukleinsiiurcn in lehende Zellen ein^acbraeht und dort von /ellularen odcr/und viralen Hn/vnicn, /.. B. Polvmerascn oiler 
Reverse Transkripiasen. in Nukleinsiiuren einjiebaul werden, Wenn die /cllulare Polymerase beispiclswcise nichi in der 
T,aiie isi, die iiiodili/.ienen dene ab/ule.sen unti sclbst die iiiodili/.ierten Triphosphaie als Subsiralc niehi ak/.cpiicri. kann 
die virale geneiische Inronitaiion niehi aiiiplili/ieri wcrden. Wcilerhin Tuhrl dcr I'jnsai/ dcr .■S'-niodili/.ierlen .'S'-Nuklco- 
sidlriplK>spliate /,u eincr Zcrscl/.ung der viraleii (icnc, da die eingcluhrie P-^'-Biiiduiii:, ifisbesoiideic die P-N-limdutig 
unier phv siologisehcn Bedingungen labil isl. 

.ALiBcrdeni belrilTi die lirfindung cin Verfahrcn /.ur Hcrslellung von Nuklcinsaurelraginenicn unitassend tiic Sehnlle: 

(a) Bereilstellen einer Nuklcinsaure. die inindeslens cine Verbindung der aligcnieinen l-onnel (1) als monotiieren 
liauslein enihall und 

(b! onss[xvilisehes Spalten der Nukleinsiiure. 

Iirlindu[i|;sgeiiia(.ie Verbindungen der I Wiiiel (I) konnen als Beslandleilc kou Rcagen/.ienkits /uni Nachwets von Nu- 
kleinsiiurcn. /.. B. als Sequcn/ierungskils cnlerals Kits /ur Mulalionsanalyse gegebencntalls mil weiteren Naehwciskoni- 
poncnlen veruendei wcrtlen. Diese woilcrcn Nachweiskoniponenlcn sind beispielsweise lin/vme. inshcsnndere Polvme- 
rascn wie eiwa DNA-Polvnierascn oiler Reverse Transkriptasen. als Primer verwendbarc Oiigonukleoiide. die gegebe- 
nenlalls an ihrem .'S'-Iinde oder/und an ihrer Scilenkclie cine Markierung iragcn konnen. Dcoxynuklcosidlriphosphale. 
die gegcbencnialls cine Markierung iragen konnen. Dideovynukleosidiriphosphatc (Kcllcnabbruehniolekuic). die gcge- 
bcnenlalls cine Markierung Iragen konnen. sowic weiiere Reagen/ien. /. B. Puller eie. und Teste 'IVager, Vor/.ugsweise 
enthalicn die crlindungsgeniaBen Rcagen/.ienkits die in den naehl'olgendcn I'iguren angegebenen Beslandleilc 

Weiicrhin wird die lirfindung durch die naehfol^:enden I'iguren und Beispicle eriauieri; 

l:s /.eigen: 

Fig. 1 «lie sehemaiisehe Darsiellung der Synihese 5'-.Aniino-iiKx1ifi/iertcr Nukleoside: 
Fig. 2 die sehemaiisehe Darsiellung der ITerslcllung von 5'-Aniini>-iiKxlili/.ierten Nukleosiiltriphosphaten; 
Fig. .1 die sdiemaiisehe Darsiellung der Itr/.cugung .^'-Aniino-nKxiili/.ierler oder/und .V-phosphi^rylicrler ])NA-l-rag- 
nienie tlurch orlsspe/ifisehc Spaliung der ]'-N-Bindung bei eingebauten .'S'-Aminonuklcosidiriphosphaien; 
Fig. 4 die sehemaiisehe Darsiellung eincr seiekiiven 3'- v^Wr .V-Markierung von NuklcinsaLiretragnienten: 
Fig. 5 die sehemaiisehe Darsiellung der Abspaliung vi^n Nukleinsauren von fesien Tragern. 

Mg. () die sehemaiisehe Darsiellung eines Sequen/ierprolokolls unier Verwendung eines ."S -1 "arbsioir-markicricn Se- 
quen/ieq^rimers; 

Pig. 7 cin allemaiives Verlahren /ur T-.r/cugung sequen/ierharer T ragrnenle dureh pAoniikleaseverdauung: 
Fig. S die sehemaiisehe Darsiellung einer elekirophoresefreien iieraliven Sequen/.icrmelhodc; 

Fig. 9 die sehemaiisehe Darsiellung einer bidirekiionalen Sequenziermelhixle an eineni ein/igen Nukleinsiiuresirang: 
Fig. 10 die Markierung der Nukieinsaurerragnienie naeh der Scquen/ierreaklion dureh Tenninale IVansierase; 
Fig. 1 1 cine erste Ausluhrungslorm /.uni Naehweis von Punktimiiaiioncn: 
Fig. 12 cine /ueiie Ausluhrungslonn /um Naehweis von I'unkniiuiaiionen und 
Fig. 1.^ die lir/eugung einer DNA liibliothek. 

Verlahren /.ur Herslellung von erfindungsgcmaBen Vcrbindungcn tier l ormel (I). \vor:n 'S' cine Aminogruppe darsielli, 
s;nd in Fig. la und b ge/.eigi Fig. la /rigi ein Sehenia /.ur :Ierste!lung von .S'-Aniino-2"..S"-didco\ypjrinnukleosiden. 
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Hicr/.u wcrticn ilic Aminoarupjx:n der Nuklcobaso ilurch Reuklion mil Schui/gruppen bliK'kiert, /.. B. liurch SilylicrLing 
mil ■rrimcihylsilylchlorui urnl anschlicBcniic I MnlLihrung cincr H/- oticr Tbu-Schut/izruppc. Dann wirii die T-Ciruppc 
akiivicrt, /.. li. durch Umscl/.un^ mil 'rosylchlorul, Skt daL> sic mil cincm yMkaiiiuclalla/,icl, /.. B. LiN<. rca^icrcn kann, 
Nach Ahspaltung dcr Scliui/.gruppcn. U. tlurch NTIa/McOTI. kann die Schul/jirup|x.* rixlukliv, /,. H. mil H^/PtO:, in cine 
Amirnu'.ruppc iibcrluhrl wcrden. S 

In Fig. Ih isl cin enisprcchendcs Synihcscschema /.ur TIcrsicllung von 5'-Annno-2'„S'-diiico\ypyrimitiinnuklL'osidcn 
dartjeslL'lll. Thymidin kann bcispiclswcisc direki mil cincm A/.idsal/., /,. B. NaN^ unijicsci/i und ansjhlicBcnd die A/id- 
gruppc rcdukliv in cine Aminogrupfx* ubcrfuhn wcrden. Bei Cylidin wird /.unachsi die Nukleobase durch cine Schui/- 
gruppe, /.. B. B/„ bkx;kicri und anschlicBcnd kann aut analoye Weisc wie bci rhyniidin eine A/.idgruppe cingeluhrt wcr- 
den, ilic rcdukliv /,u eincr Aniinogrupjx* umgesei/.i wcrden kann. lo 

In Fif». 2 isi ein Synlhesesehcma /.ur ncrsicllung von 5'-Aniino-2'.5'-didcoxynLikleosid-5'-iriphosphatcn gc/,cigl. mil 
dem aul einlache Wcisc cine TriplKisphaieruppc an die gemiili Kij;. 1 erhaltencn Nukleositle angel'iigt wertlen kunn. Die 
;int\liese Wcisc hcrgcsicl I len .S'- Aniinoniikleosidtriphosphalc konncn als Monomerbausteine tiirden I'.inbaii in Nuklein- 
sauren vorwcndci wcrden. 

ALislLihrliche Angabcn /ur ALisriihrLing dicscr Rcaklioncn linden sich in Beispicl 1. i.s 
3 /.eigl die lir/eugung von moditi/ierten DNA-lTagmenien, die einen S'-Amino- l-Iiauslcin enihalien und die an- 
schlicLk-nde Spaliung diescr HNA-l ragmcnie an der H-N-Bindung. wobei 3'-phosphorylienc odcr/und .i'-Aminomodili- 
/ieric DNA-l ragmenie erhallen wenien. 

Fig. 4 /.eigl Beispiele lur cine seieklive 5'- und 3'-Markierung der durch <iie Spaltung er/euglen NukleinsaurelVag- 
mente. 2<) 

Fig. 5 /.eigl die Synthcsc von .S*-Aininonuklcolidbauslcincn cnthaitcncn DNA-Molekiilcn an cincn ieslen Tragcr und 
die anschlicLk'nde I Veisclzung 5'-Aniino-riiodilizierler DNA-l'ragmcnie durch Spaltung der P-N-Bindung. 

Fig. 6 zeigl eine schematische Darslellung eincr Ausluhrungstorm dcs 5'-Aminosequen/.ierverrahrcns. (jcmiiB der gc- 
/.cigicn Aust Lihrungstcmii wird ein am 5'-lindc eine Markierungsgruppe iragender Primer verwendei. der durch en/yma- 
lische l^olymerisaiion verlangeri wird, wobei ,S'-AmmomodiIi/.ierle NuklecMide an slalistischen Positionen m tlen Nukle- IS 
insiiuresirang ciiigebaul werden. Die iiiodili/.ieneri Nukleoiiile werden von DNA Polvruerasen, /.. B. \on der DNA 
Polymerase, als Subslrale ak/.eptierl. Die P-N-liindungen sind slatistiseh uber <ien Nukleinsaurcstrang vericili und kon- 
ncn aul" einfaeiie Weisc, /.. B. durch Pyrolysc, saure f^cdingungen odcr/und Mikrowcllcnbehandlung gespaltcn wcrden, 
wobei cin (jcmisch an NukleinsaurclVagmenten entstehi. .Tedcs diescr I-ragmentc Iriigl an seinem 3'-P"ndc cine Phosphal- 
gruppc, wodurch Mobilitaisiinderungcn bci eincr Cjelclcklrophorese vcrnucden werden. Bei liinbau von Vcrbindungen M) 
der I'ornicl (I), bci dencn X cine naehwcisbare CJrupfx;, /.. B. cine l arbstoHgruppc bedcutel, werden nach Spatlung Nu- 
klcinsiiuretragmcntc erhallen, die an ihrcni 3'-Nukleolid cine Markicrung aufwciscn. 

Auch rur eine "C\clc"-Scqucn/.ierung konncn die inodili/icnen Nuklcoiide eingcsetzt wcrden. Untcr Vcrwcndung 
tlicriiiostabilcr Polymeraseti ist cs moglich, die DNA-Malri/,e bcispiclswcisc durch PCR /uiiachst /.u amplili/.icreii und 
dann die niodifi/jcrten Nukleotitic bci 37"(' mil T? DNA Polymerase cin/.ubaucn. Die Spahung crfolgt dann (iircki im ;iS 
Rcaklionsgct aB durch cinlaches lirhitzcn auf bcispiclswcisc 95''(". Aliernaiiv kann der liinbau der modili/.ierlcn Nukleo- 
tidc schon wiihrcnd der Amplilikation selbsl durch eine thennoslabile Polymerase erlolgcn. 

Nach der Spaliung wird das Reaklionsgemiseh oder cin leil davon einer Nachweisreaklion, /.. 1^. durch (ieieleklro- 
phciresc, untcr/.ogen. Aul diese Weisc wcrden Problcme hinsichtlich der Substraispczifitat bei 1 arbstoll-niarkierien Kci- 
tenabbruchniotckulcn vcrmicden. Verghchcn mil bisher vcrlligbaren chciiiisch-en/yniaiisehcn Mclhtxicn, /.. B. ciurch 40 
liinbau von a-Thionuklcolidcn, erlaubi das crlindungsgemaBe Vcrlahrcn cine cinlachere Spaliung der er/.eugten Nuklc- 
iiisiiurcsirange, v.)iine tlaLi aggressive Chemikahen verwendei werden niiisscn, die die MaikicrungsgrupjX' dcs Primers 
b/,w. <iie glykosidische Bindung angrcil'cn konnicn. Durch das crfindungsgeniiiBc Vcrlahrcn konncn die Kosten von be- 
sichcndcn Scqucn/.icrprolok<^llcn vcrringcrt wcrden. da die Triphosphalc aul" sohr einfachc Wcisc, /.. B. tiurch den An- 
wcmlcr sclbst, direki vor der Sequen/ierung licrstcilbar sind. Das Vcrlahrcn isl schncll. einfach und I'unktionicri selbsl 4.s 
init einer sehr gcringen Menge an DNA-Ausgangsmaicrial. 

Fig. 7 /.eigl eine allernalive Melhode /ur lir/.eugung von scquen/ierbarcn Nukleinsaurelragmenlen durch 3 — »5'-lixo- 
nukleasevenlau, /.. H. durch Schlangengifiphosphodiesierasc. 

Fig. 8 /.eigl ein Beispicl tur eine lilekirophosc- odcr/und (icl-rreie iterative Sequen/iernieihodc. Dabei werden farb- 
su-)tTmarkicnc 3'-Aniino-modili/ierte Dco.vy-nukleosidiriphosphaic vei-vvcndel. w»;:>bci jedcs Nukleotid cine unierschied- ■so 
lichc Markierungsgruppe iragi. Durch die DNA Polymerase wird ein cin/.iges 1 'arbsloll-markierles Amino-nuxlifi/iertes 
Niiklcosid an den Primer angcfiigl iind anschiicRend spe/ilisch an der P-N-Iiindiing wicder abgcspaltcn Die Art dcs an- 
gclagcrien Nuklcolitls kann djrch die nachgewiescne Markierungsgruppe idcniili/.iert wcrden. AnschlicL^cnd kann das 
idcnlilizicrlc Nuklcolid in uniiKxiili/iertcr I'onii durch die Polymerase angefiigt und der /.uvor beschricbenc Scqucn/ier- 
schritl wicderholl werden. P'in Mehrfachcinbau dessclben Nuklcolids kann durch die Inlensitat der Markicrung, /. li. ci- 55 
ner l'luores/,cn/,markicrung, nachgcwicscn wcrden. 

Fig. 9 /eigl ein bidircklionalcs Scqucn/ierproiokoll inncrhalb cincs cin/.igen Nuklcinsaurcsirangs. ITier/,u werden wie 
/Livor bcschrichen 5'-Amino-niarkiene Nukleoside in Nuklcinsaurcslriinge cingcbaul. Die Terminalion <lcr Plongaiion 
ertolgt tiurch /ugabe von Kcllenabbruchmolekulen, /. B. ddN'll^s, Durch Restrikiionsspaltungcn konncn dann definierte 
3'-P'ndcn (Icr Nuklcinsiiuresirange er/eugl werclen. Durch /.ugabe cincs mit cincr /wciicn Markierungsgruppe vcrsehc- f>o 
nen Keiienabbruciimoiekuls. /. B. eines ddN'ITs. un<i Tcrminaler 'IVansterase werden Nukleinsauresirange erhaltcn, die 
an ihrcni 5'- b/w. 3'-linde leweils /.wei, v<,->r/.ugswcisc unierschicdiiehc Markicrungsgruppen iragcn. Nach Spaliung iter 
P-N-Bindungen werden /.wei Sat/c von unlcrschicdhch markicrlen DNA-I ragmenlen erhallen. die in cincr cin/.igen Sc- 
qucn/.rcaktion ncbcncinandcr nachwcisbar sind. 

F'ig. H) /.eigl eine 3'-tcrniinalc l-inluhrung von Markicrungsgruppen. TTier/.u werden /.unachsi durch Polyincrisaiion m 
unier Vcrwcndung von Aiiiinoiriphosphaicn Nuklcinsiiurcsiriingc hergeslelll. die anschlicBcnd an der P-N-?iindung gc- 
spallcn werden. Die rcsuliiercnden Nuklcinsaurerragmcnie mil 3 -Pht)sphaigruppen wcrden dcphosphorylierl und durch 
/usal/ eines cine Markicrungsgrupix* iragendcn Kciicnabbruchmolckuls. /. B. cincs .S'-Amino-ddN TPs. und Tcrminaler 
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Iranstcrasc iiiarkicri. Aul diesc Weisc kann cine Scqucn/icrunLircakiion in Ahucscnhcii icLiliLhor An vv>n Markicruniis- 
Lirup^x-n liurchiicluhn wcrdcn, Dcr l{inbau dcr Varkicrjnijs^ruppcn in die /ii scqucn/icrcndcn DNA ] "aiiriicnic crlolii: 
c"s\ nach AbschluU dcr Scqucn/icruniisrcuktion. So wcrdcn ProhlLMuc hinsicliilii-ii dcr Substraispc/ihtai von PoKnicra- 
scn vcruicdcn und einc Vcrringcruni: dcr Kosten crrcichu da die Vcrwcndunj: markicrter Priiiicnuolckulc ubcrllussi^ 
v\ird. 

Fiji. 11 /ciyt cine crstc Aust uhriiniisrorn /uiii Nachucis \on Punklniuialioncn. Dahei wird cin Nuklcinsaiircprinicr 
vcrwcnticl. dcsscn .V-l<:ndc sicli uniiiillclbar "siroiiiaurwaris" dcr pvMcniicllcn Mulalionssfcllc hclindci. Durch /uiiabc ci- 
ncs :nii cir.cr Markicrun^siiruppc vcrschcncn 5'-Aiitino-nKxiili/.icrten Nuklcosidirijihosphais in Clc^iicnuarl cincr Polv- 
nicrasc crlol^: cine lilongaiion dcs Pnincrs uiii iiiindcsiens cin Nuklcoiid.solcm aut dciu Maln/cnsirani: das /u deiii jc- 

H) vvcils \crucndcicn iiKxiili/icncn Nuklcosidtriphospnai komplcmcniarc Nuklcoiid \orlicgi. Der I-mbaii dcs Aiuino-iiuv 
difi/.icricn markicricn Niiklcotids in den DNA-Sirang ^>der das Aushleiben dieses Hinbaus laCi sieh aLH eintaehe Weise 
durch hekannte Meihoden naehweisen. Ilier/L. kann das nichiciniicbautc Nukleotid /. B. durch /cninUiiiation odcr be: 
Hindiini^ an eine ; esiphase diireb Waschen cniterni urd ilann der Nachweis dcr Markicniny in an i\cn -'ritner oebiindc- 
ner 1-onii oder/und naeh Ar>spaliuni: erlolgcn. 

IS h\^. 12 /.eiiii cine vveiiere AustLihrunL!storm /uiii Naehweis von Punkiiiiuiahoncn. Ilicrzu wird ein iraizcrgebundener 
Primer vervvendcl, dcr cine inieme MarkieruniisLiruppc iragi Dann wcrdcn 5'-Aniin<>-inodih/.icrlcs Nuklcosidlriphos- 
phai und Polymerase /.ugegcben. Hc\ Vorliegen eincr bcstminiien Nuklcobasc aul dem Mairi/enslranj: crtolgi cine lilon- 
gaiion dcs I'riincrs. anstmslcn wird kcin ^'-Aniinonukieosidiriphosphai an den Primer angelugi. Der Rcakiionsansat/ 
wird anschlicBcnd mil cincr 3"^5"-Iixonuklcasc bchandcli. Nach Anfugcn dcs 5'-Aiiiino-"nKxrifi/:icricn Nuklcoiids an 

20 den Primer lindci aufiirund dcr P-N-IJindunj' kcin en/.ymalischer Abbau durcn die Kxonuklcasc stall umi die ini Primer 
cin^'ebaulc MarkierungSi?ruppc bieihi am Icstcn TraLJcr inimobilisierl. Wenn hingcgcn kcin ^'-Aniino-niodili/icrlcs Nu- 
kleosidlriphosphal an den Pnnier anoctlii!! uird. wird dicser durch tiie Hxonuklcasc abi^ebaui und die Markieruni: voin 
I'esien Triiizcr abL!Cspalien. Das Verbleibcn der Markieruni: am Trailer ixier deren I reisel/.uni: kann ohnc uciicres durch 
bekannlc Mcthodcn naehgewicsen wcrdcn. 

Fij». 13 /citit die lir/eutiung einer DNA-liibhoihck durch multiplcn .•S'-Aininodcoxynuklcosidinphosphal-liinbaj in 
DNA iTagiiienie. Durch Spaliung der P-N-Bindungcn uird cine Vicl/.ahl untcrscliicillichcr DNA iTagriienlc er/.cugl. die 
cniwcdcr an cincn Tracer gcbundcn wcrdcn konncn oder beispiclswcisc durch Masscnspckiroinclric analysicn wcrdcn 
konnen. 

iicispiele 

M) 

1. Synlhese von nKxiili/iertcn Nuklcosidcn 

Die Synihese iiKxtili/ierier N'uklcosidc wunic in Anlchnung an Mag et al (2.^ ) durchgcluhrl, ."S"- Amino- ,'S'-dco\vihvnii- 
din-5'-lri{)hosj>iial und 5'-Amiiio-2',5'-didco.\ycy iidin-^'-iriphos[iliat wurden gemUB "laiiiaiiiot" > ci al (20) miiiels Subsii- 
union <icr 5'-TTydro\ylgruppc durch cine A/iilgruppc gelolgi von kaialytiseher Rcdukiion /.um cnisprcchenden Annn 
synthciisicn. ]yw enispreehenden Ciiianvism- unti Adenosin-lX-ri vale wurden durch Tosylierung der ^'-Hvdroxylgruppc 
und Subsiiiution ilcr Toss Igrupfx; mil Liihiiima/id hcrgcsiclh. um N'-C'-Cyclisicrungsrcakiionen /u vcniicidcn. DicPu- 
rin-A/idvcrbindungcn wurden cbcnlalls liurch kaialyiischc Ilydrierung redu/icri. Nach Schui/grupfX'nabspaltung wur- 
den die Nukleoside geniiiB der von Lcisingerel al (27) beschricbenen Mcthtxie mil 'rrinatriuniiriniciaphosphai iriphos- 
40 phorylien. 

1 .1 N"*-licn/.k>yl-2'-dei.i\ycyiiilin 

1 ALiLiivalenl 2'-Deoxycylidin wurdc in wasserl reieni l^vridin geiost Hier/ii wurden 5 Aquivaienic Trimeihv lehlorsi- 
4.S Ian bci kauiiitcm[x:ralur gcgebcn. Das Reakiionsgcniisch wurde M) min gcriihrt, aul"()"C abgckuhli und iroplcnweisc mil 

I, 2 Aquivaicnicn Bcn/,oy Ichloriii vcrsel/.l. Das ( Jcmisch wurde erst 30 min und dann wciicrc /wei Suindcn bci Raiim- 
icmpcraiur geruhri. Die Reakiion wunie liureh /ugabc von 10 ml kaltcm Wasscr bci ()'(' gcsioppi. Naeh 2() min wurde 
das lAisungsniitlcl unicr Vakuum cntlcrni. 

IXt vcrblcibende Ruckslantl in heil.^em Wasscr gclosi unci drciiiial mit liihylacclal gewasclicn. Die wassrigc Phase 
so wurdc aut 4 'C abgekuhh un<l die rcsuliierendcn Knstallc durch l il nation und Waschen mil kalleni Wasscr gewonncn. 
Das Produkt wurde bci 5()"<' iiber P:0.s unler Vakuum aut konsianies CJewicht getrocknel. 

N''-ben/.oyl-2'-deoxyadcnosin und N--Isohuiury l-2'-dcoxysuanosin wurden nach der gleichem Vorschrift hcrgcsiclh. 

1 .2 fi"-A/,ido-5*-dcoxy thy niidin 

7,2f) g (3()mmol) nivmidin, g (30ninKM) I'riphcnylphosphin, g (9()imiiol) Natnunia/id und ll.'Mg 
(3() mmol) 'rcirabrommcihan wurden in 120 ml irockcnem Dimcihylloniiamiii geUist und lur 24 h bci Raumtemperatur 
gcruhn. Das Cicniisch wurde mil LSO ml Natriumhxdrogcnearbonat-I.osung gcv\asehcn und die wassnge Phase v\uriie 
mit Vienna! 200 ml dilorolorm extraiiicrt. Die organisehc Piiase v. urdc m:t Natnumsulfat gctr(,x:knet und das I.k^sungs- 
r>() mitiol untcr Vakuum enltcrnl. l>is crhaltcne Rohpnxiuki wurde durch .Silicagclchromaiographic mil eineni (iradicnien 
von 0 bis KK-r Meihanol in Dichlornicihan gereinigl. Die Ausbeule waretwa 7(/i g). 
Analyse; 

DC: R,: 0.40 tChlorolonii; Methanol = 9 : 1; Silicagel 60. 1-^sa, Merck) 
IR: V^jN;) = 2093.7 cm ' (s. KHr) 
fo NMR: o-'TT Ippml. 270 MIT/. 3(X) K. DMS(Ki„: 

II. 30(s. 1 n.N'H);7.47(s. lll.iri: 6.18(1. IH.TT k 53') ul HI.OMI); 
4.22 (Ml. IIT. ir ); 3.S5 im, HI. IT-" ): 3.55 (d, 2TI, IP •. IT- 2,2'J (m. III, if-): 
2.08(111. HI. IT-'): 1.7«;(d, 3TT. ( -CTI. ). 
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lilciiicnlaranalysc: 

hcrLvhnct: 

(': 44,94'/? :U: 4,'){V/t ; N: 26.21'/; ; 
gerurKicn; 

(': 44,77'/? ; H: 4,S6',^ ; M: 25,^>V>i . 

5'-A/idi>-N**-bcn/.oyl-2',,S'-diilooxycviiiiin wunlc nach (ier jilcichcn Vorschnfl licrgestciJl. 

1 ..> .*S'-A/itU>-2'..*)'-dulcoxycvti(iin 

.'S'-A/.i(;lo-N"^-bcn/,oyl-2',5'-«.iidcoxycytuiin wurilc in cincr gcsiiiiigtcn TA>sung von Aniinoniak in Methanol jiclosi uml 
bei Rauiiiicm|x;raiur fiir 12 h jicruhrt. Dann wunic das T A>sungsniiltc] iin Vakuum abgc/.ogcn und dor Riicksiand chro- 
niaicigniphisch unier VcrwL*ndiing von DichlorniLMhan niit eincin < iradienten vonO his l.S'Jf Melhanol als l-!lulionsniitlcl 

gcrcinigt. 

1.4 .S'-0-(4-Melliylbcn/,olsulton)-N*'-bcn/,oyl-2'-dcoxya(lenosin und .S'-0-(4-Mclhylbcn/.<ilsLillbn)-N^'-isobuiyryi-2*-dc- 

oxyguanosin 

Jewells 1 Aquivaleni -Bcn/.oyl-2'-cicoxyaden<>sin und N^-Isobutyryl-2'-deoxyguanosin wurden in iroekcncin Vyn- 
din gelosi. Da/u wurden bci Kaunilenipcraiur 3 Aquivalenic 4-Methylhen/olsullonylchk)rid gegebcn. Das Rcaklionsge- 20 
riiisch WLirde tLir4.'S niin gcriihrl. dann aut liis gckiihll und mil 5 ml Wasscr abgesehreckl. Nach 15 niin wurde die Losung 
cingedaiiipH und dcr oIi>»e Riicksiand in lilhylacetat aul'gcnomiiien. Die Txisung wurdc /weiiual niit 5^/( NaTTCO;, Was- 
scr und gcsiiiiigicr Sal/.losung gcwaschcn. iiber Nalriuiiisulfal gclrocknct und ini Vakuuni eingcdanipli. Dcr Rucksiand 
wurdc chroiiiaiographisch untcr Vcrwcndung cincs Ciradicnten von 0 bis WV/t. Methanol in Dichk)niicthan als liluiions- 
nniicl gcrcinigl. 25 

1 .5 5'-A/id<v2',5'-di(ic<::)xyacicn<,)sin und 5'-A/.ido-2*,5'-di<lco\vguanosin 

Jcwcils 1 Aquivalcni dcr in Hcispiel 1 .4 hcrgcslellicn Vcrbindungen wurdc in irockcneiii N^N-DiniclhyHbrniaiiiid auf- 
gcnoiiiincn und mil lunt Aqui valcntcn I jlhiuina/,id vcrsLM/.i. Die T.osung wurdc fiir 5 h bci gcruhrl, Dann wurdc das M) 
luntfachc Volunien an Dichlonnclhan /,ugcscl/,l und drciiiial mil Wasscr gcwaschcn. Die organischc Phase wurdc niii 
Nairiuiiisuliat gclrwknci, abfiliricri und das Losungsinitiel abgc/.ogcn. Die Schut/.gruppenabspaliung und Rcinigung dcr 
Rohprcxlukic crlolgtc wic bci dcr TTcrslcllung von 5'-Azido 2'.5'-dideoxycytidin beschriebcn. 

1 .6. 5'-Ainino 5'-de«xytliyniidin 

150 ml absoluier Mcihanol wurden (lurch iunfnialigcs liinlncrcn und Aufiaucn untcr Vakuuin enigasi. IDarin wurden 

1.5 g (5,62 niniol) 5'- A/ido-5'-deoxyihyniidin gclosi und cine geringe Menge an Planndioxid-TIydrai-Kaialysalor /.uge- 
sctzt. WasserstotYgas wurdc in die Losung cingclciiet und das CJemisch wunic 2 h bci Rauniieniperalur gcruhrl. Nach l "il- 
iraiion durch CcUilc wurdc das Ixjsungsiiiiitcl cnU'cml. liinc wcilcrc AutVcinigung warnicht crrordcrlich. Die Ausbcuic 40 
war nahc/u quantilaiiv. 

Analyse: 

DC: Ri: 0,05 (Dichlonnclhan : Methanol = 9 : 1; Silicagcl 60 I "254, Merck) 
TR: V^, (N,) = nicht voriianden (KBr) 

NMR: 6- 'TI Ippni], 270 MTT/., 3(X) K. DMSO-d^,: 45 
7.63 (s. Ill, If); 6,15 (I. Ill, IT' ); 5,1 5 (d, ITT. CyTTl;4.21 (ni, ITT, IT*'): 

3,65 (ni. III, IT-' ); 2.73 (d. 2TT, IT' iP-); 1.95 2,15 (m, 2IT, IT"): K79 (d, 3TT. ('"'-(^I,). 
Massenspcktroinciric: liSI (+) 

bereehnet: 30 
242,2 Da: 
get'undcn: 
242,1 Da. 

5'-Ainincv2',5'-didcoxycytidin. 5'-Aniint>2',5'-didcoxyadcnosin und 5'-Aniino-2',5'-didcoxyguanosin wurden nach s.s 
dergleichcn Vorschrill hergcslellt. 

1 .7 .5'-Aniino-5'-de«:>xytliyinidin-,5'-triphosphat 

2 nig ( I Ai|uivalent) 5'-Ainino-5'-deoxyilTyniidin und 1 .V4 nig (5 Aquivalenic) 'I nn:ilriuiiilrinictaphc">sp|-ial wurden in M 
100 ul sierileiM Wasscr (pTT 8.50) autgclbsi, 30 h bci I^aumiciiiperalur gcruhrl und dann bci 8()"(' aulhcwahn. I'iir die 
Scqucn/.ierungsexpcriiiicnlc wurdc ein Aliqudl direkt oiinc wcitere Rcinigung aus deiu Reakiionsgcniisch cntnoininen. 

5'-ATiiino-2',5'-dide()xycyiidin-5'-iriphosphal, 5'-/\niin(>2',5'-dideoxyaiienosin-5'-inph("tsphat und 5'-Ainino-2'.5'-di- 
dcoxyguanoasin-5'-triphosphat wurden nach dergleichcn Synthcscvorschnll hcrgcstcUi. 
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Anal\sc 

MasscnsfX-'kironictric; 1:SI ( ); 
5 'Aniino-2',5'-divlc«.>\\a».icnosin-5'-iriphospihai: 
^ bertvhrei: 
49(1199 Dj; 

4S8,S Da (M-Hi; 
.•S](),9 Da (M-:H+Na): 
10 .^32.7 Da (M-:iT+2Nu). 

.S'-Aiuinv>-2',5'->.iuli:o\\c\ iidin-.S'-:nphosphui: 
borechrci : 
40().17;. Da: 
LS iicluntlcn: 

464.5 Da(M-U); 
48().S Da(M-2ll+Na). 

5'-Ariiino-2',.S'-».!idco\y^uanosln-5'-triphosp!iai: 
21) bcrLvhnoi: 
506.198 Da: 
iiclunticn: 
5m,8 Da (M-IT): 

526.8 Da (M-2II+Na): 
2.S 548,7 Da (M-3Il+2Na). 

5'-Aniino-5'-dco\\ lli> midin-5'-lriphosphai: 
hcrcvhnec 
481,184 Da; 
M) iicluncicn: 

479.9 Da ( M-TT); 

480.6 Da(M); 
501,8 Da(M-2II+Na); 
523,8 Da(M-3II+2Nu). 

2. .Scqucn/.icrunesrcaKlit.in 

Die Durchfuhruni: dcr Scqiicn/.icnjn<isrcaklion isi am Beispicl der T-Spur liargesiclli. 13ic Scqucn/.icrunLisrcaktion fiir 
die A-. C- unci (i-Spurcn kann aul" analogc Wcisc crIolLicn wcrelcn. 
40 ]'ro Ansai/. wurdcn 0.3 pi IMiiier, /.. B. Universal- *xicr Rcvcrscpriiiicr (l-luoresccinisoihiocvanai-markicri: 2pM), 
0,3 pi DMSO. 1,2 pi SS-M13 MP18 (+)DNA und 0.(3 pi Anncalinjipuncr ( 1 M Tris-IICl pir7.(): l(X)inM M^Ch ) /usaiii- 
iiiciiiiCiJclxMi. Die Losuni: wuidc 3 inin bci 70 (' inkuhiL-n und Liber eiiic /cittlauer von 20iiiln auf RaunUeiiiperaiur ab- 
iickiihh. 

'/ii tlicser I.^Ssunii wiirtlen O.OO pi eincr dN'n^-Misclnin^ ( jeweils 250 pM dAl'P, dC'W iind dG'lV souie 50 ^iM dTTP), 
4.S 0,44 pi 5'-An)in(vd'rrP (aus der Reaklionsnusehung von lieispiel 1.7 I und 0.25 pi i'7 Polymerase (8 U/pl) /.ugcgeben 
und 10 :iiin bei 3^' ( ' inkubieri. I-iir die A-, ('- undCi-Spurcn wurden entsprcdiend 5'-Aniino-dArP, 5'-AinimvdC"rPcHler 
.^'-Aniino-dCI'lP vervvendet. 

AnschiieBend werden 4 pi Sloplosung (95'/^ dcionisicdcs I-ornianiid. 20 iiiM liD TA. (W5^/'f Xyleneyanol; (M)57r 

Hroinphenolblauj /.uuegehen. 

.S(; y.uv Tlerstelluni: eines sequon/ierbaren Cieniisehes an Nuklcinsaurcfragnicnien wurden die P-N-Hindungen gcspalten. 
Ilier/.u siehcn tblgcnde alternative Meihoilen /.ur Verlu^ung: 

1. Spallung durch reinperaiurerhohung: 

40 iiiinuliiies lirwaniien aur95'(' i aueh 20ininuliges liruaniien isl nMglich). 

2. SpaltuHi! unier sauren IJcdingungen: 

/ugeben von 2 bis 5 pi 1 N IK'l. lunlrninLiliiies Inkubieren bei Rauniienperatur. Neutralisieren init 2 bis 5 pi I N 
NaOn. iLinl'minuiiiies Dcnaiurieren bei 95"<*. 

3. .Spaltung durch Mikrowellen: 

licliandcln der Probe niii Mikrowellensirahluns: fiir 30 min bei 900 W. 

r>() 

Aliemaiiv hier/u konnen aueh en/y nialisehe Spaliuni:siiieihoden dureh I{\«> b/.w. lindonuklcasen. insbes^indere 
durch 3'— 5'-l{.\onukleasen wieeiwa 3'— 5'-Schlangeni:iHphosphiHiiesterase verwendei wenlen. llicr/u werden 10 ml.! 
(3.2 pi) 3"— 5'.Schlani;eni:iriphospluxiiesierase /.ugejieben. liir lOtuin 4(r'( ' inkubien uPkI fur 5 inin bei 95"(' denatiiriert. 

AnschlieLSend wurtle das I rajinienlgernisch analvsiert, /.. li. durch Polyacrylamidgelelekirophorese. Ilier/.u \\urilen 
f» 5 pi des Reakiionsansai/.es auf das ( Jel jieladcn. Aliemativ kann der Reakiionsansai/. bei 20' (' aufbewahn und dann vor 
deiii Ai!t>>ringen aut das CJel liir 3 min bei 95' (' denaiurien werden. 
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H cine Nuklcohasc hcdculcl. 

W Lind /. jcucils OR . SR , NiR >: (\wr R ne^icuicn. 

v\ohci R jew oils unabhaniziii bc\ Vov^oiuiucn W'asscrsu^H >.idcr cincn oriijnischcn Rest liorslel.i. 

X OR-. SR- .xier liiR- ).* bcieu:ci. 

v\ohci R- jcuciU i:n;ihh:miiii! \Va';v;crsto!l . cin Kaiion K\\cr cinen nrg:misehon Rest beJciitel. 

N"R' (xicr S hciieulel. \\.ohei R' \VitssersidTt,Hlcr einen orijanischcn Rest darslcl.l und 
R Wasserstotl. cin Kuiion, einen organiselien Rest ivier eine iiciicbcncn falls nuxlili/icnc Phosphat- i.xier Diphos- 
phaii!ruppo ncdeutet. 

liinbau in Nuklcinsiiuren i:nd /ur anschlicLScmlcn onsspc/ilisehcn Spaimni: der Nukleinsajren. 

2. Verweniiiini: naeii Anspmeh 1, iiadureh iiekenn/eijjinci, dali der liinbau en/yiiiaiiseh erloli:i. 

3. VerwendunL: nacli Ansprucli 2. da*.lureli iiekenn/.eiehnel. dal:'. das Iin/\ni ausuewahh u ird aus dcr (iriipfx: besie- 
liend aus DNA-abhani:ii!en ONA nierason, DNA-abhan^iyen RNA Poly iiierasen, RNA-abliUriLiiLien DNA I'o- 
l\Tnenisen. R\ A-abhani'iL'en RNA Pol \ niorasen iind Teriiiinalen ':V:insf"erasen. 

4. Verwenduni: naeh eineni dcr Anspriiehe 1 his Uadurch iiekonn/.eiehnei. daB die onsspc/.iiisclie Spaltiini: er- 
foigl dureh; 

( 1 ) reiiiperalurcrhohung, 
(li) l-.insielien saiirer llediniiun^en, 
(iii ) Mikrowelicnbehandlung, 
(i\ ) T.ascrbchandlung oder/und 
( V ) en/\ niatisehcni Verdan. 

5. VcrwendLinL' nacb einciii der Anspriiehe 1 bis 4, dadurch yekenn/eichnet. dal.^ lier liinbau dcr Verbimlunyen in 
Kombinalion mil einer Nukleinsaureamplilikalionsreakiion orlojoi. 

0. VeruenduriL: nach Ansprueh 5, dadurjii gekenn/eicbnei, daB die Nukleinsaureaniplilikalion eine H'R uintaBi. 

7. VerueiuljnL: nach eineni der Anspriiehe 1 bis (). dadurch gckcnn/eichnet, daB dcr Iiinbau dcr Vcrbindungcn in 
iragergehundene Nukleinsauren crlolgt. 

8. Vcrvvetidjiii: nach eineni der Anspriiclic 1 his 7. ilailurcli gckcnn/.cichncl. daB in die dureh Spallung enlslchcn- 
den NLikleinsaurerragriienie eine <Kier niehrerc Markicrungsgruppcn eingebaut werden. 

0. Veruendiing nach Ansprueh 8, dadurch gckcnn/.ciehnct. daB Markicrungsgruppcn am 5'- odcr/und 3 -Tintic dor 
Nuklcinsaurcfragnicnic angel ugi wcrdcn. 

1(J. Vcr\\cndung nach cincin dcr Anspruchc 1 bis 8, dadurch gckcnn/cichncl. daB die durch Spallung cnistchcndcn 
Nukleinsaurclragnicntc aul" eineni 'IVagcr ininiobilisicrt wcrdcn. 

1 1 Vcrwcndung nach Ansprueh 10, dadurch gekenn/cichncl, <laB dcr Triiger eine Oberlliiche aus Mclall, (Jlas, Ke- 
raiiiik. oder/und Kunsisiotl autweist. 

12. Verueiiduiig nach Arisfirucli 10 o«.ler 11, dadurch gekeiiii/.eichnet. daB dcr Trager aus Mikropartikcl uikI lii*.>- 
ehips ausgewahlt wird. 

1 ^. Veruendung nach eineni dcr vorhcrgehendcn Anspriiehe, dadurch gekenn/eichnei, daB durch die Spaltung eine 
NukleinsaurehibHoihek er/eugl wird. 

14. Vcrwcndung nach cincni der vorhcrgehendcn Anspriiehe, dadurch gekenn/eichnet, daB die dutch Spallung cni- 
stchcndcn Nuklcinsaurclragnienle einer Nachvvcisreaktion unicr/ogcn wcrdcn. 

LS. Vcrwcndung nach Ansprueh 14. dadurch gekcnnycichnel, daB die Nachwcisrcaklion cine niassenspckironiciri- 
schc Analyse uniraBl. 

U). Vcrwcndung nach Ansprueh 14 odcr 15, dadutch gckcnn/,eichncl, daB die Naehwcisrcakiion cine lilckttopho- 
rcsc uinfaBt. 

17, Verlahrcn nach eincni tier Anspriiehe 14 his U), tladureh gckonn/.cichncl. daB die Naehwcisrcakiion cine Se- 

qucn/bestimiiiung unit'al.'il. 

1 S. Vcrwcndung nach .Ansprueh 17, iladurch gckenn/.eichnei, daB die Sequcn/.bcMiniinung cine /ykiusscqucn/ic- 
rung in Kombinalion mil einer Nukleinsaureaiupiilikation unitaBt. 

19. Vcrwcndung nach Ansprueh 17 cKicr 18, dadurch gckcnn/cichnci, dal.^ die Scquen/bcMininiung bidirckiional 
aul eincin Nukleinsaurcslrang erlolgi. 

20. Vcrwcndung nach eineni der v>.:irhergehcnden Anspriiehe, dadurch gckcnn/A:iehncl, daB die durch Spallung enl- 
stehcn*.icn Nukleinsaurcfragnicntc iiirdcn Nachweis von Mutaiionen cingcsctzt wcrden. 

21. l^anna/.cutischc Zusanniicnsel/ung. die ;iis wirksainc Kotiiponcnic cine Vcrbindiing dcr :illgenicinen Fornicl 
(I) wic in Ansprueh 1 dclinicrl enthiill. 

22. Phaniia/.cutischc /usaninicnsci/.ung. die als wirksaiiic Komponcnlc cine Nuklcinsiiurc cnihalt, in die cine Vcr- 
bindung dcr allgcineincn l-'onnel (I) wic in Ansprueh 1 tlclinicn cingebaut isi. 

2.V Vcrwcndung der /usaiiinicnsel/ung nach .Ansprueh 21 oder 22 /ur llerstellung eines Mitlels liir die Cicnthcra- 
pie. 

24. Vcrwcndung der /.usaniniensci/ung nach .Ansnruch 21 odcr 22 /.ur TIerslellung eines aniiviralcn .VTiiiels. 

25. Verlahrcn /ur TIerslellung \ on Nukleinsaurelragnienlcn unilassend die Schritte: 

(a) liercitsiellen einer Nuklcinsiiure. die als niononicren Haiisicin niimiesiens cine Vcrhimiiing dcr allgcinei- 
ncn I-onnel (1) enihall, und 

(b) ortsspe/ihschcs Spahen dcr Nukleinsiiure. 

2f). Verfahrcn nach Ansprueh 25, dadurch gekcnn/ciehncL tlaB die durch Spahung cnistchcndcn NuklcinsaurclVag- 
nienle am 5"-I:ndc die Ciruppe in'-C'l!:- aulwciscn, wohci > wic in Ansprueh 1 dchnicri isi. 

27. Verlahrcn nach Ansprueh 2,5 odcr 2(), dadurch gckcnn/A:iehnci. ilaB die Nuklcinsaurclragnienle am .V-l-ndc cine 
Phc>sphalgrL;p{X' aulwciscn. 

28. Verlahrcn nach eineni dcr Anspriiehe 25 bis 27. weiierhin unilassend den Schriii: 

(c ) I Jnicr/ichcn dcr Nuklcinsaurct'ragmcnlc einer Naehwcisrcakiion. 
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29. Nuklcinsiiurc, datlurch gckcnn/.cichnct, daB sic am 3'-l{ndcilic (Jruppc IIY-CTI:- aufweisl, wobci Y wie in An- 
spruch 1 definieri isl. 

M). Vcrfahren nach Anspruch 29, dadurch ^ckcnn/.cichnel, daU sic am 3'-Hndc cine Phospiialgruppc aufwcisl. 
31. Vcrbindun^ ilcr allgcmcincn 1-oniiel (I): 



RO— P— Y— CH2 
II 

O 




(D 



10 



l.S 



worin: 

licine Nukleohasc bcdcutcl, 

W und Z jcwcils OR ' . SR ' , N( R' )_> o<ler R' bcdcuicn, 

wobci R' jcwcils unabhiingig bci {cdciii Vorkonuiicn WasscrslolVodcr cincn organischcn Rest darslclll. 

X OR-, SR- (xicr Ii(R- ) , bcticuicl", 20 

wobci R~ jcwcils unabhiingig WasscrslotV, cin Kation (xlcrcincn organischcn Rest bcdcutcl, 

Y P*>JR* Oder S bcdculct. wobci R* WasscrsiolT txlcr cincn organischcn Rest darstclli und 

R WasscrsiolT, cin Kaiion «:xicr cine gcgcbencnfalls niodifizicnc Phosphat- odcr Diphosphaigruppc bcdcuici. 

32. Rcagon/.ienkil /.uni Nachwcis von Nuklcinsauron, dadurch gckcnn/,cichnet. tiaB er iinndcstcns cine Vcrbindung 

dcr allgcnjcincn l-onuel (I) wic in Anspruch 1 dchnicrl /usainnicn mil wcilcrcn Nachwciskoinponcntcn cnlhiill. 2.s 



TTicr/u 13 Scilc(ni Zcichnungcn 
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